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摘要 : 西 花 葡 马 frankliniella occidentalis 是 一 种 世界 性 人 侵 昆 虫 , 近年 来 传人 我 国 并 不 断 扩散 蔓延 。 基 于 简单 重复 
序列 (simple sequence repeats，SSRs) 的 西 花 敬 马 种 群 遗 传 结构 研究 对 于 揭示 其 传播 途径 等 具有 重要 的 指导 价值 。 
本 研究 对 来 源 于 西 花 获 马 的 13 839 条 EST 序列 进行 了 uni-EST 组 装 、EST-SSR 信息 分 析 以 及 标记 筛选 , 并 比较 了 
EST-SSR 与 Cenomic-SSR 在 分 析 遗 传 多 样 性 方面 的 差异 。 结 果 表 明 : 在 7 707 个 singlets 中 共 找 到 2 623 个 SSR 位 
点 ,分 布 于 1 930 个 uni-EST 中 , 平均 每 2.21 kb 就 出 现 一 个 SSR 位 点 。 重 复 单 元 中 ,以 单 碱 基 重 复 单 元 为 主 
(83.00% ) , 其 次 是 四 碱 基 重复 单元 (11. 17% ), 而 二 、 三 、 五 和 六 碱 基 重复 单元 所 占 比 例 较 低 ( 分 别 为 1.41% ， 
0.80% , 2.02% 和 0.91% ) 。 设 计 出 的 22 对 EST-SSR 引物 中 , 4 对 引物 能 稳定 扩 增 出 清晰 的 目的 条 带 ; 灾 光 标记 
毛细 管 电泳 发 现 3 对 引物 表现 出 多 态 性 。 西 花 蓟 马 EST-SSR 与 Cenomic-SSR 多 态 性 分 析 表 明 , 这 3 对 多 态 性 EST- 
SSR 引物 揭示 的 多 态 信息 含量 ( PIC) 为 0.48 ~0.69, 比 5 对 多 态 性 Genomic-SSR 引物 揭示 的 PIC(0. 88 ~ 0.92) 略 
低 。 本 研究 结果 可 为 今后 更 深入 开展 西 花 葡 马 的 种 群 遗 传 结构 分 析 提 供 帮 助 。 
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Characterization and molecular marker screening of EST-SSRs and their 
polymorphism compared with Genomic-SSRs in Frankliniella occidentalis 
( Thysanoptera: Thripidae) 

DUAN Hui-Sheng ”, ZHANG An-Sheng  ，ZHAO Chuan-Zhi’, YU Yi”’*, CHU Dong (1. College of 
Agronomy and Plant Protection, Qingdao Agricultural University, Qingdao, Shandong 266109,，China; 
2. Institute of Plant Protection, Shandong Academy of Agricultural Sciences, Jinan 250100, China; 3. 
High-Tech Research Center, Shandong Academy of Agricultural Sciences, Jinan 250100, China) 
Abstract: The western flower thrips ( WFT), Frankliniella occidentalis Pergande ( Thysanoptera: 





Thripidae ) , is an important agricultural pest worldwide. In recent years, it has spread into many 
provinces since its first detection in China. The research of the population genetic structure based on 
microsatellite marker (simple sequence repeats, SSRs) will contribute to revealing its invasion pathway. 
Im this study, we analyzed the characteristics of SSRs from expressed sequence tags (ESTs ) in A. 
occidentalis, screened PCR primers for EST-SSRs and tested the diversity of EST-SSR primers with the 
capillary electrophoresis. The results showed that 2 623 EST-SSRs were distributed in 1 930 uni-EST 
sequences, with an average of 1 SSR in every 2. 21 kb of uni-EST sequence. Among mono- to hexa- 
nucleotide repeat types, mononucleotide repeats are the dominant type (83. 00% ), and tetranucleotide 
repeats are the second domainant type (11. 17% ). Furthermore, 4 of 22 pairs EST-SSR primers 
designed produced discernable PCR products. The capillary electrophoresis revealed that 3 of 4 pairs of 
EST-SSR primers are polymorphic. The average polymorphism information content ( PIC) with the 3 
polymorphic EST-SSR primers (0. 48 - 0. 69) is lower than that with $5 polymorphic Cenomic-SSR 
primers (0.88 -0.92 ). This study may contribute to further research on the analysis of genetic structure 
of F. occidentalis populations in future. 
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西 花 名 马 frankliniella occidentalis 是 一 种 世界 
性 人 侵 昆 虫 。 该 害虫 不 仅 直 接 取 食 寄主 植物 ， 而 且 
传播 多 种 植物 病毒 , 给 花 齐 、 农 作物 造成 严重 损失 
(Jones et al.，2005 ) 。 西 花 蔬 马 原 产 于 美国 西部 ， 
早 在 20 世纪 40 年 代 对 美国 西部 的 花 开 产业 造成 巨 
大 的 危害 (Bailey, 1940) 。 近 30 年 来 , 随 着 国际 贸 
易 活 动 的 日 益 频 繁 , 西 花 葡 马 迅 速 传播 扩散 。 目 
前 , 西 花 葡 马 已 广泛 分 布 于 美国 、 向 兰 、 南 非 、 澳 
大 利 亚 、 日 本 等 60 多 个 国家 和 地 区 (Kirk ，2001 ; 
Kirk and Terry ，2003 ) 。 在 我 国 , 2000 年 首次 在 云 
南 省 昆明 国际 花 齐 广 参 展 的 缅甸 倪 景 上 截获 西 花草 
马 ( 将 小 龙 等 , 2001); 2003 年 在 北京 温室 的 辣椒 上 
首次 发 现 其 危害 ( 张 友 盏 等 , 2003 ) ， 随 后 在 云南 、 
山东 、 江苏、 新 疆 等 地 也 发 现 西 花 芯 马 的 危害 ( 徐 
家 菊 和 韦 丽 莉 等 ,2005; 郑 长 英 等 ,2007; 严 丹 侃 
等 ,2010; 杨 华 等 , 2010 ) 。 

西 花 区 马 种 群 遗 传 结构 分 析 对 于 揭示 其 种 群 基 
因 交 流 、 灾 变 遗 传 机 制 与 分 子 进化 等 具有 重要 意 
义 。 同 时 , 这 些 研究 有 助 于 揭示 其 传播 途径 、 扩 家 
规律 以 及 制定 有 效 的 综合 防治 策略 。 简 单 重复 序列 
( simple sequence repeats ，SSRs ) 由 于 具有 多 态 性 
高 、 共 显 性 、 容 易 检 测 等 优点 , 已 广泛 应 用 于 种 群 
遗传 结构 等 研究 中 ( 褚 栋 等 ,2007，2008; 刘 佳 妮 
等 , 2008)。 目 前 开发 的 西 花 葡 马 SSR 分 子 标 记 相 
对 较 少 (Brunner and Frey,2004 ) 。 近 年 来 , 表达 序 
列 标签 ( expressed sequence tags，ESTs) 已 成 为 开发 
SSR 标记 的 重要 资源 , 与 其 他 方法 相 比 ，EST-SSR 
因 具 有 易 开 发 、 低 成 本 、 近 缘 种 间 通 用 性 好 等 优 
点 ， 而 得 到 了 越 来 越 多 研究 人 员 的 关注 (李斌 等 ， 
2004; Catherine et al., 2006; Ellis and Burke ，2007 ; 
张 琳 琳 等 , 2008; 刘 玉 娣 和 修成 林 , 2010; 米 智 等 ， 
2011; 段 云 等 ，2011; Ma ef wl.，2011 ) 。 最 近 ， 
Rotenberg 和 Whitfield(2010 ) 构建 了 西 花 促 马 cDNA 
文库 , 并 得 到 了 13 839 条 EST 序列 , 为 开发 新 的 分 
子 标 记 提 供 了 宝贵 的 资源 。 

本 研究 对 上 述 西 花 区 号 EST 序列 进行 了 SSR 查 
找 、 相 关 信 息 分 析 、SSR 引物 设计 和 多 态 性 引物 筛 
选 , 并 与 已 开发 的 Cenomic-SSR 分 子 标记 (Brunner 
and Frey, 2004) 进行 了 多 人 态 性 比较 ,以 期 为 更 深入 开 
展 西 花 欧 马 的 种 群 遗 传 结构 等 研究 提供 帮助 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 

实验 忠 源 为 采集 于 中 国 山东 青岛 、 威 海 , 云南 
普宁 、 上 昭通 和 美国 加 利 福 尼 亚 州 的 西 花 区 马上 肉 成 
虫 , 采集 后 存放 于 95% 的 乙醇 中 ，- 20C 保存 
备用 。 
1.2 EST-SSR 的 搜索 

以 FASTA 格式 从 NCBI 数据 库 ( http://www. 
ncbi. nlm. nih. gov/dbEST/index. html) 中 下 载 来 自 西 
花 人 荀 马 的 13 839 条 EST 序列 (截至 2010 年 12 月 )。 
利用 软件 DNAstar 对 西 花 碍 马 EST 序列 进行 预 处 
理 , 去 除 载体 序列 和 长 度 小 于 150 bp 的 序列 , 然后 
用 软件 Cap3( http://genome. cs. mtu. edu/ cap/cap3. 
html) 对 EST 中 长 度 大 于 150 bp 的 序列 按照 默认 的 
参数 进行 拼接 。 利 用 MISA ( MicroSatallite ) 软件 进 
行 SSR 查找 , 查找 标准 定义 为 : 单 核 苷 酸 重复 10 
次 以 上 , 二 核 车 酸 重复 6 次 以 上 , 三 核 车 酸 重 复 5 
次 以 上 ,四 核 车 酸 以 上 的 重复 3 次 。 
1.3 EST-SSR 引物 设计 与 合成 

由 于 contigs 中 为 拼接 后 得 到 的 序列 , 这 些 序 列 
的 扩 增 可 能 会 出 现 扩 增 无 效 的 结果 , 因此 本 文 仅 从 
singlets 中 进行 SSR 引物 的 吧 选 ， 利 用 Primer 
Premier .0(Lalitha，2000 ) 对 含有 SSR 位 点 的 EST 
序列 进行 引物 设计 。 引 物 设 计 原 则 为 : EST 序列 长 
度 大 于 100 bp; SSR 序列 的 开始 和 结束 位 置 分 别 距 
5 和 3 端 不 少 于 20 bp; 引物 长 度 18 ~22 bp; 理论 
退火 温度 Tm 值 为 40.4 ~65.4Y ,而且 上 游 和 下 游 
引物 的 Tm 值 相 差 不 大 于 5%C; GC 含量 40% ~ 
60% ; PCR 扩 增 产物 长 度 100 ~ 400 bp; 同时 尽量 
避免 引物 二 级 结构 Dimer、Hairpin、False primer 以 
及 连续 6 个 碱 基 配 对 的 出 现 。 引 物 由 生 工 生物 工程 
(上 海 ) 有 限 公 司 合成 。 
1.4 ”西化 葡 马 DNA 提取 、PCR 扩 增 和 电泳 检测 

基因 组 DNA 的 提取 方法 参照 De Barro 和 
Driver(1997 ) 的 方法 , 略 有 改动 。 提 取 DNA 放 入 
4% 备用 或 储藏 于 -20% 以 下 。EST-SSR 的 PCR 反 
应 体系 (10 pL) 为: 10 x buffer(Mg free)1 pL, 
25 mmol/L Mg 0.8 pL, dNTPs (10 mmol/L) 1 
hnL， 上 游 引物 (10 pmol/nL)0.5 pL, 下 游 引物 (10 
pmol/nL)0.5 pL, ddH,0 5.6 kwL，Tad 酶 (5 UZRDL ) 
0.1 pL, 模板 0.5 hL。PCR 反应 程序 为 : 94% 预 变 
性 4 min; 95% 变性 30 s; 48 ~ 54% 复 性 1 min,， 
72% 延伸 1 min; 35 个 循环 ; 最 后 72%C 10 min 终止 
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反应 。Genomic-SSR 的 PCR 反应 体系 及 反应 程序 参 
照 Brunner 和 Frey (2004 ) 。 

电泳 检测 : PCR 扩 增 产物 用 2. 0% 琢 脂 糖 电 泳 
进行 初步 检测 , 挑选 能 够 稳定 出 现 亮 带 的 个 体 。 对 
于 多 次 稳定 出 现 亮 带 的 个 体 , 在 其 正 回 引物 上 加 注 
的 奖 光 染料 [由 生 工 生物 工程 (上 上海) 有限 公 司 合 
成 ] 分 别 为 6- 羧基 欧 光 素 (6-carboxyfluorescein ， 
FAM) 、5$- 六 氯 获 光 素 (5S$-hexachloro-fluorescein ， 
HEX ) 与 $- 羧 基 殉 光 素 (5S-carboxytetramethyl- 
rhodamine，TAMRA) , 经 PCR 扩 增 后 送 至 山东 省 农 
业 科学 院 高 新 技术 中 心 测序 中 心 , 进行 毛细 管 电泳 
检测 。 
1.S 数据 统计 分 析 

利用 软件 Popgene32( version 1.31) (Yeh et al.，, 
1999 ) 计算 观测 等 位 基因 数 (Na)、 有 效 等 位 基因 数 
(Ne)、 观 测 杂 合 度 (Ho) 和 期 望 杂 合 度 (He) ; 利用 
PIC -CALC( Version 0.6) 计 算 位 点 的 多 态 信 息 含量 
(PIC)。 


2 结果 与 分 析 


2.1 西 花 曾 马 EST-SSR 的 搜索 

13 839 条 EST 序列 进行 前 处 理 和 聚 类 拼接 后 ， 
共 得 到 9 829 条 uni-EST, 其 中 contigs 2 122 条 , 平 
均 长 度 为 835.50 bp; singlets 7 707 条 , 平均 长 度 为 


522.30 bp。 通 过 MISA 软件 查找 SSR, 结果 共 查 找 
到 2 623 个 SSR 位 点 , 分 布 于 1 930 个 uni-EST 中 ， 
平均 每 2.21 kb 就 出 现 一 个 SSR 位 点 。 
2.2 ” 西 花 葡 马 EST-SSR 的 出 现 频 率 和 分 布 特征 
由 表 1 可 以 看 出 , 西 花 葡 马 EST-SSR 种 类 较为 
丰富 ,一 至 六 核 苷 酸 重 复 类 型 都 能 看 到 , 但 各 种 类 
型 的 出 现 频 率 差 异 较 大 。 其 中 单 碱 基 重 复 单元 出 现 
次 数 最 多 , 共 出 现 2 201 次 (83.91% ) , 其 次 为 四 碱 
基 重 复 单 元 , 共 出 现 293 次 (11. 17% ) 。 其 余 二 、 
三 、 五 和 六 碱 基 重 复 单元 出 现 较 少 , 分 别 出 现 37 次 
(1.41% ), 21 次 (0.80% ) ,5$3 次 (2.02% ) 和 18 次 
(0.69% )。 在 2 623 个 SSR 中, 共有 204 种 重复 单 
元 (motif) 。 其 中 , 四 碱 基 重 复 单元 种 类 数量 最 多 ， 
共有 114 种 ; 其 次 是 五 碱 基 重 复 单元 , 有 44 种 。 
从 表 2 可 以 看 出 , 在 单 碱 基 重 复 单 元 中 主要 以 
A/T(67.7% ) 为 主 , 而 C/G(16.24% ) 的 出 现 频率 
较 低 ; 种 类 数 的 四 碱 基 重复 单元 中 ， 以 AAAT/ 
ATTT(2.47% ) 出 现 频率 最 高 , 其 次 为 AAACZGTTT 
(1.37% ), 然后 是 AAAG/CTTT (0.95% ) ,其 他 类 
型 的 出 现 频率 均 较 低 ; 双 碱 基 重 复 单元 中 ， 以 AC/ 
GT(0.68% ) 出 现 频率 最 高 ， 其 他 类 型 的 出 现 频率 
均 较 低 ; 五 碱 基 重 复 单元 中 ， 以 AAAAC/GTTTT 
(0.42% ) ,其 他 类 型 出 现 频率 均 较 低 。 三 碱 基 和 六 
碱 基 重 复 单元 出 现 的 频率 都 较 低 。 


表 1 西 花 葡 马 EST-SSR 重复 单元 的 出 现 频率 


Table 1 Occurrence frequency of different repeat motifs of EST-SSRs in Frankliniella occidentalis 


重复 单元 类 型 
Repeat type 


单 核 车 酸 


Mononucleotide 


二 核 苷 酸 


Dinucleotide 


三 核 芽 酸 


Trinucleotide 


基 元 种 数 


Number of motif types 


4 


四 核 苷 酸 


Tetranucleotide 


114 


五 核 苷 酸 


Petranucleotide 


六 核 苷 酸 
Hexanucleotide 
总 计 
Total 


44 


204 


SSR 数量 (个 ) 
Number of SSRs 


所 占 比例 (%) 
Proportion in all SSRs 


出 现 频 率 ( kb) 


Frequency 


83.91 2.63 


1.41 156.72 


0. 80 276. 13 


11.17 19.79 


2.02 109. 41 


0.69 322. 15 
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表 2 西 花 葡 马 EST-SSR 主要 重复 单元 的 出 现 频率 


人 
300 
Table 2 Occurrence frequency of main repeat motifs of 各 
品 
EST-SSRs in Frankliniella occidentalis 20000 
0 8 
重复 单元 类 型 出 现 次 数 百分数 重复 次 数 = 
© 
Repeat type Number Percentage Repeat number 8 12000 
© 
A/T 1 775 67.67 10 -19 三 ”8000 
Ea 
GC/C 426 16.24 10 -19 时 4000 
AC/GT 18 0.68 0 -8 栋 0 
AAAT/ATTT 65 2.47 3 
AAAC/GTTIT 36 1.37 3—4 300 
AAAG/CTTIT 25 0.95 3 
20000 
AAAAC/GTTTT 11 0.42 3 


2.3 ” 西 花 葡 马 EST-SSR 引物 的 初步 筛选 

利用 Primer Premier 5.0 软件 中选 出 22 对 EST- 
SSR 引物 , 并 对 这 些 引物 进行 多 个 个 体 的 PCR 扩 增 
和 琢 脂 糖 电 泳 检测 , 仅 有 4 对 引物 的 扩 增 产物 大 小 
与 预测 的 结果 基本 一 致 ( 表 3), 因此 利用 这 4 对 引 
物 进行 灾 光 标记 毛细 管 电泳 检测 多 态 性 。 灾 光标 记 
毛细 管 电泳 检测 结果 (图 1) 表 明 , 4 对 EST-SSR 引 
物 中 有 3 对 (WD133,，WD293 和 WD492 ) 表现 出 多 
态 性 , 1 对 引物 (WD382) 表 现 为 单 态 性 。 


16000 


12000 


8000 


4000 


荧光 强度 Fluorescence intensity ” 史 


310 320 330 340 


SSR 片 段 大 小 Size of SSR segment (bp) 


310 320 330 340 


WD492 


637 
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图 1 EST-SSR 引物 WD133(A) 和 WD492(B) 的 
PCR 产物 的 毛细 管 电泳 检测 图 谱 
Fig.1 Detection of the capillary electrophoresis of PCR 
product with EST-SSR primers WD133 (A) and WD492 (B) 


表 3 EST-SSR 引物 以 及 Genomic-SSR 引物 信息 
Table 3 Information of EST-SSR primers and Genomic-SSR primers 


退火 温度 (TY ) CenBank 登录 号 


引物 代码 重复 序列 引物 序列 (5 -3") . 
Primer code Repeat motif Primer sequence EN 人 
temperature accession no. 
WD133 (TG)s f-TTCACCCACCTCCAGTCTATT 54 GT310133 
CCAGCACGGGACACAAATC 
WD293 (TCC)。 h-CCAATGCGTGTTCAGTTAGC 54 GT311293 
AGACCTGCATTCACCGTATGTTC 
WD492 (TIGY; h-TATGTTGACTATTGCCTTGC 48 GT311492 
TCTAACGGACTGAGCCCT 
WD382 (TTC)。 t-CAGGAACATAAGAGTTTGAGTG 52 GT307382 
GTAGAAAAACAGTGTAGGCAGT 
FOCC44 (COT h-TCTCACCAAGGCGGTGG 60 
CGCTGGACCTTACCGCAGAGA 
FOCC56 人 t-TCAACCCCCATCACTCTTCC 60 
CCTTGAGCTCCCCTCACCTC 
FOCC75 (BMY f-GGATATTATTTTCCCGTCCCG 60 = 
TGGTTCTTTTGTAAAGGCCAGCG 
FOCC83 Ce t-GTCTGTCACCAAGGCGGTCG 60 . 
CAGGTAACGCACAGTGCTCGCCTC 
FOCC125 Fre f-AACCCGCACCGTGCA 60 
AGTTGGGCTGCCGTCC 


f: 6- 羧 基 菊 光 素 FAM; h: 5- 六 氯 荧光 素 HEX ; t: 3- 羧基 菊 光 素 TAMRA. 


Source 


本 研究 
This study 


Brunner and 


Frey, 2004 
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2.4 西 花 世 马 EST-SSR 与 Genomic-SSR 的 多 态 
性 比较 

由 表 4 得 知 , 使 用 3 对 多 态 性 EST-SSR 引物 ， 
共 获 得 11 个 等 位 基因 , 观测 等 位 基因 数 (Na) 为 4 
~5， 有效 等 位 基因 数 ( we) 为 1.26 ~2.35, 期 望 杂 合 


度 (He) 为 0.19 ~0.58, 多 态 信息 含量 ( PIC) 为 0.48 
~0.69; 而 5 对 Genomic-SSR 引物 均 表 现 出 较 丰 官 
的 多 态 性 , 共 获 得 205 个 等 位 基因 , Na 为 11 ~17， 
Ne 为 3.75 ~5.23, He 为 0.76 ~0.83, PIC 为 0.88 
~0.92。 


表 4 西 花 葡 马 EST-SSR 与 Genomic-SSR 位 点 的 遗传 多 样 性 
Table 4 Genetic diversity of Frankliniella occidentalis revealed by EST-SSRs and Cenomic-SSRs 


位 点 片段 长 度 ”观测 等 位 基因 数 。” 有 效 等 位 基因 数 
Locus (bp) Observed number Fffective number 
Product of alleles of alleles 
size Na Ne 
WD133 343 — 353 4 2.35 
WD293 376 - 385 5 1.99 
WD492 325 -334 4 1.26 
WD382 396 1 1 
FOCC44 86 -110 12 3.98 
FOCC56 193-217 12 5.23 
FOCC75 188—246 17 4.94 
FOCC83 74 -100 11 3.75 
FOCC125 135—159 12 4.61 


3 ”结论 与 讨论 


3.1 西 花 葡 马 EST-SSR 的 分 布 特点 

本 人 研究 利用 生物 信息 学 方法 , 对 来 自 西 花 葡 马 
的 EST-SSR 进行 了 信息 分 析 。 结 果 在 1 930 个 
singlets 共 找 到 2 623 个 SSR 位 点 , 平均 每 2.21 kb 
就 出 现 一 个 SSR 位 点 。 重 复 单元 中 ,以 单 碱 基 重复 
单元 为 主 , 占 西 花 葡 马 总 EST-SSR 的 83. 00% 以 
上 , 其 次 是 四 碱 基 重 复 单 元 占 总 EST-SSR 的 
11.17% , 而 二 、 三 、 五 和 六 碱 其 重复 单元 所 占 比 例 
均 较 低 ( 分 别 为 1. 41%，0. 80% ，2. 02% 和 
0.91% )。 这 与 蜜蜂 、 曼 氏 血 吸虫 Schistosoma 
mansoni、 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum、 福 飞 恒 
Nilaparvata lugens、 麦 红 吸 浆 虫 Sitodiplosis 
mosellana 以 及 家 看 Bombyx mori 第 12 连锁 群 的 
EST-SSRs 分 布 均 有 所 不 同 ( 李 斌 等 , 2004; 唐 远 菊 
等 , 2007; 张 琳 琳 等 ，2008; 刘 玉 娣 和 修成 林 ， 
2010; 段 云 等 , 2011; 米 智 等 , 2011) 。 

SSR 的 类 型 在 不 同 物种 间 出 现 的 频率 和 分 布 特 
征 出 现 大 的 差异 , 除了 可 能 与 物种 目 身 差异 有 关 
外 , 还 可 能 由 于 设 定 的 查找 标准 不 一 致 。 对 于 查找 


观测 杂 合 度 期 望 杂 合 度 多 态 信 息 含量 
Observed Expected Polymorphism 
heterozygosity heterozygosity information content 
Ho He PIC 
0.36 0.58 0.69 
0.50 0.51 0.48 
0.20 0.19 0.59 
0 0 一 
0.13 0.77 0.88 
0.42 0. 83 0. 89 
0.32 0.81 0.92 
0.17 0.76 0. 89 
0.57 0.79 0.88 


的 标准 ， 由 于 没有 统一 的 限定 , 不 同 的 研究 人 员 有 
不 同 的 选择 。Temnykh 等 (2001 ) 研究 发 现 , 重复 序 
列 长 度 在 12 ~20 bp 之 间 的 SSR 均 能 够 应 用 于 多 态 
性 分 析 ，SSR 长 度 在 20 bp 以 上 时 多 态 性 表现 更 加 
丰富 。 本 研究 中 依据 的 标准 符合 上 述 研究 发 现 , 样 
本 的 检测 也 证 明 开 发 的 引物 多 态 性 良好 。 此 外 , 不 
同 的 选择 标准 从 一 定 程 度 上 扩大 了 EST-SSR 的 存 
在 范围 ,为 开发 更 多 的 EST-SSR 提供 了 理论 基础 。 
本 研究 发 现 , 在 西 花 获 马 EST-SSR 各 种 重复 单 
元 中 , 以 富 含 A( 或 了 ) 的 重复 单元 占 主导 地 位 ,如 
(A), 和 (T), 在 单 碱 基 重 复 序列 中 占 主导 地 位 , 共 
占 重 复 单元 的 67.00% 以 上 。 四 碱 基 重 复 序列 中 也 
以 AAAT,， AAAG 和 AAAC 比例 最 高 。 由 以 上 分 析 
结果 可 以 清楚 地 看 出 EST-SSR 偏爱 定 含 A 或 T 的 
序列 要 明显 多 于 富 含 C 或 C 的 序列 , 这 种 情况 在 人 
类 基因 组 和 植物 基因 组 内 也 有 发 生 。 究 其 原因 可 能 
是 存在 于 基因 组 中 的 多 聚 A 发 生 突变 , 产生 寅 含 A 
的 重复 基 元 , 也 有 可 能 是 由 于 受 它 们 上 自身 的 二 级 缂 
构 和 DNA 复制 的 影响 而 产生 (李斌 等 , 2004) 。 
3.2 EST-SSR 标记 与 Genomic-SSR 标记 的 比较 
由 于 EST-SSR 引物 来 自 高 度 保 守 的 DNA 转录 
区 , 其 揭示 的 多 态 性 在 理论 上 应 低 于 基因 组 SSR 标 


6 期 段 惠 生 等 : 西 花 萄 马 EST-SSR 信息 分 析 、 标记 第 选 及 其 与 Cenomic-SSR 的 多 态 性 比较 039 


记 。 多 态 信息 含量 (PIC) 是 衡量 标记 多 态 性 的 重要 
指标 : 当 PIC > 0.50 时 , 该 位 点 为 高 度 多 态 位 点 ; 
0.25 < PIC < 0. 50 时 为 中 度 多 态 性 位 点 ; PIC < 
0.25 时 为 低 度 多 态 性 位 点 (Botstein et al.，1980 ) 。 
由 本 研究 结果 可 见 , 5 个 Genomic-SSR 标记 均 为 高 
度 多 态 位 点 , 而 EST-SSR 标记 中 工 个 (WD293 ) 为 中 
度 多 态 性 位 点 , 2 个 (WD133 和 WD492 ) 为 高 度 多 
人 态 性 位 点 。 西 花 蔬 马 EST-SSR 标记 所 揭示 的 多 态 
性 略 低 于 Genomic-SSR 标记 揭示 的 多 态 性 。 
3.3 ”荧光 标记 毛细 管 电泳 检测 方法 

与 稼 规 的 聚 丙 烯 栈 胶 凝 腕 电泳 检测 方法 相 比 ， 
基于 DNA 分 析 仪 的 SSR 奖 光 标记 毛细 管 电泳 检测 
方法 , 可 以 将 结果 自动 记录 到 计算 机 上 , 然后 利用 
相关 分 析 软 件 得 到 DNA 片段 分 析 数 据 ,， 具有 高 效 、 
自动 化 的 优点 ,结果 更 为 精确 、 灵 敏 。 同 时 , 本 研 
究 中 利用 多 重 PCR 毛细 管 电泳 同时 检测 了 3 种 灾 
光标 记 引 物 的 样本 ,大 大 减少 了 人 力 ,， 节省 了 操作 
时 间 ， 证 实 了 该 万 法 同村 送 用 于 融通 量 标本 的 检测 
分 析 , 这 将 为 今后 SSR 的 快速 、 准 确 检 测 提 供 有 力 
的 文 持 。 
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